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KultivasicurahChryseobacteriumindologenes106016padamediayangmengandungasam
sulfanilatdananilin.Biologi4(6):373-384.
Asamsulfanilatdananilinmerup?.kanprodukdegradasipewamazo.Chryseobacterium
ind%genesID 6016didugamampumendegradasiaminaaromatikini karenabersama-
sarnadenganEnterococcusJaeca/isID6016dilaporkanmampumelakukandekolorisasibeberapa
pewamazo.PenelitianinibertujuanuntukmengetahuikemampuanC. ind%genesID6016
untukmenggunakandantumbuhpadamediayangmengandungasamsulfanilatatauanilin.
Penelitiandilakukandalamduatahap,yaitu(i) C.ind%genesID6016ditumbuhkanpada
mediadasaryangmengandungasamsulfanilatatauanilinuntukmenentukankemampuan
tumbuhnya,dan(ii)C. ind%genesID6016ditumbuhkanpadamediaminimal(sumberC selain
aminaaromatikdibatasi)yangmengandungasamsulfanilatatauanilinuntukmenentukan
kecepatanpertumbuhanspesiftkdankemampuannyamenggunakanaminaromatik.Pertumbuhan
diamatiberdasarkanpertambahankekeruhankulturmenggunakanspektrofotometer,s dangkan
konsentrasiarninaromatikdianalisisdenganKromatograftCairKinerjaTinggi(KCKT).
DaripenelitianinidapatdisimpulkanbahwaC. ind%genesID6016dapatumbuhpada
mediayangmengandungasamsulfanilatatauanilinhampirsarnabaiknyadenganpadamedia
tanpaaminaaromatik.Demikianjugadenganpertumbuhanpadamediaminimal,walaupun
pertumbuhanpadamediatanpaminaromatiklebihbaik.HasilanalisisKCKT menunjukkan
bahwaselamapertumbuhanterjadidegradasiasamsulfanilatdananilinsehinggadi akhir
pertumbuhantidakterdeteksiadanyaminaromatiklagi.
Katakunci:pertumbuhan,Chryseobacteriumind%genesID6016,asamsulfanilat,anilin
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Sulfanilicacid and anilineare intermediateproductsof azo dyesdegradation.
ChrvseobacteriumindoloflenesID 6016wassupposedtohavearomaticaminedegradability
sincein mixedculturewithEnterococcusfaeca/isID6016it coulddecolorizevariousazo
dyes.Theaimofthisresearchwastodeterminecapacityof e. indoloflenesID6016touseand
growin thesulfanilicacidandanilinecontainingmedia.
Thisresearchwasdonein twostages,i.e. (i) e. indoloflenesID6016wasgrownin the
basalmediacontainedsulfanilicacidor anilinetodetermineitsgrowthability,and(ii) e.
indoloflenesID6016wasgrownin theminimalmedia(limitationC sourcesexceptaromatic
amine)containedsulfanilicacidoranilinetodetermineitsspecificgrowthrateandabilityto
usearomaticamine.Thebacterialgrowthwasobservedbyitsincreasingofculturedensity,
andaromaticamineconcentrationwasanalyzedbyHPLe.
Conclusionofthisresearchisthate. indoloflenesID6016couldgrowinthebasalmedia
containedor withoutsulfanilicacidor aniline.C. indologenesID6016couldgrowin the
minimalmediacontainedsulfanilicacidor aniline,butitsspecificgrowthratewasslower
thanin thecontrolmedia.HPLC analysisfor aromaticamineindicatedthate. indoloflenes
ID6016coulddegradebotharomaticamine,duesulfanilicacidandanilinewasnegligible
(notdetected)in thesupernatantcultureofe. indoloflenesID6016in theendofculture.
Keywords:growth,ChrvseobacteriumindoloflenesID6016,sulfanilicacid, aniline.
PENDAHULUAN
Senyawaaminaromatikmerupa-
kanbahankimiaxenobioticyangsering
dijumpaidalamlimbahcairindustri-
industri yang melakukanproses
pewarnaan.Senyawaini dihasilkan
sebagaiprodukpemutusanikatanazo
dalampengolahanlimbah yang
mengandungpewamaazo(pewamaazo
banyakdipakaidalamprosespencelupan
danpengecapandii dustritekstil)(Razo-
Floresetal., 1997dalamWallace,
2001;PinheiroetaI.,2004).Walaupun
tidakberwama,senyawainibelumlayak
dilepaskelingkungankarenabersifat
toksik,karsinogenikdanmutagenik
(Groveretal.,1996dalamTan&Field,
2000).Olehkarenaitu,penelitian
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mengenaimikroorganismeyangdapat
menggunakanse yawaaminaromatik,
diperlukanu tukmemberikankontribusi
pengetahuandalampengolahanlimbah
yangmengandungpewamaazo.
MenurutPerei et al. (2001),
senyawaminaaromatikmerupakan
strukturyangjarangterdapatdialamatau
merupakanbahanasing(xenobiotic)di
alam,sehinggaumumnyasulitmengalami
prosesbiodegradasidanbersifattoksik.
Dalamperuraiannyasenyawainiakan
mengalamiprosespemutusangugus
amina(deaminasi)dancincinaromatik
(Pinheiroetal.,2004;Tan& Field,
2000).Degradasisenyawaamina
aromatikdapatdilakukansecarafisikawi,
kimiawi(Caseroetal.,1997;LechKos,
ISSN0853-7240
2002)maupunbiologis. Namun
degradasisecarafisikawidankimiawi
memerlukanbiayalebihbanyakdalam
aplikasinya(Aplin&Waite,2000,),di
sampingitusenyawa-senyawakimiayang
digunakanpundapatberpengaruhnegatif
terhadaplingkungan.Olehkarenaitu,
degradasisenyawaminaaromatik
secarabiologisyangterbuktilebihmurah
danefisientelahbanyakditerapkan.
Secarabiologis,degradasisenyawa
aminaaromatikumumnyadilakukan
denganmenggunakanmikroorganisme
yangmampumenguraikansenyawa-
senyawaaromatismenjadiasam-asam
organikyangsederbana(Coughlinetal.,
2003;Radianingtyasetal.,2003).
Beberapamikroorganisrnedik tahui
mampumendegradasisenyawamina
aromatik.Tan<IanField(2000)melapor-
kanbahwapenggunaanbakteridalam
lumpuraktif pendegradasiamina
aromatikpadaprosespengolahanlimbah
secaraaerob,terbuktidapatmenguraikan
senyawaaminaromatiksampaihabis.
PenelitianyangdilakukanolehSupakaet
al.(2004)menunjukkanbahwamina
aromatikyangdihasilkandaridegradasi
pewamazo,dapatdidegradasipada
kondisiaerobolehisolatbakteriyang
sebelumnyamendegradasipewamaazo
terscbut.Coughlinetal.(2003),dalam
penelitiannyamenemukanbahwa
senyawantarahasildegradasiAcid
Orange7,yaitul-amino-2-naftoldan
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asamsulfanilat,dapatdiuraikanoleh
Sphingomonassp. strain1CX dan
SAD4i.Pereietal.(2001)melaporkan
bahwakulturtunggalPseudomonas
paucimobilisdapattumbuhdalamsubstrat
yangmengandungasamsulfanilatdan
menggunakannyaseb gaisumberkarbon
<Ianenergi.Sementaraitu,Radianingtyas
etal.(2003)melaporkanbahwasalahsatu
bakteridalamkonsorsiumbakteri,yaitu
Chryseobacteriumndologenestrain
SB1,dapatmenggunakancampuran
anilin<Ian4-kloroanilintersebutsebagai
sumberkarbonutama.
Chryseobacteriumindologenes
ID6016(Gambar1.)merupakansalah
satujenisbakteriyangsemuladiisolasi
sebagai kultur campur dengan
EnterococcusfaecalisID6016dan
dikenaldengannamaBrevibacteriumsp.
SWCU96-103(Meitiniarti&Timotius,
2003).Brevibacteriumsp.SWCU96-
103diisolasidariinstalasipengolahan
limbahPT. DayaManunggalTekstil
Salatiga(Setiabudi,1997;Liem,1997)
<Iandilaporkanmempunyaikemampuan
melakukandekolorisasibeberapa
pewamazo,sepertiAmaranth,Merah
Reaktif,BiruReaktif<IanKuningReaktif
(Oei& Meitiniarti,1999;Meitiniarti&
Alexandra,2001;Mangimbuludeetal.,
2002).
Dari sumber terdapatnya
Chryseobacterium indologenes
ID6016,khususnyakeberadaannya
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Gambar1.SelC. indologenesID6016dalampengecatannegatif
nrinirnal,komposisisarnadenganmedium
dasarkecualiuntukekstrakkhamir
digunakan0,125gIl.
Kultur tunggalC. indologenes
ID6016diperolehdariLaboratorium
MikrobiologiFakultasBiologiUniversitas
KristenSaty~WacanaSalatiga.
Asamsulfanilat(112739)dananilin
(133310)diperolehdariAldrichdan
digunakansebanyak63mg/l(untuk
mediaminimal,digunakan100mgll)dan
100mgll,berturut-turut.
dalamlumpuraktif,dandaripenelitian-
penelitansebelumnya,didugabakteriini
dapatumbuhdanmelakukanproses
biodegradasidalammediumyang
mengandungsenyawaasamsulfanilatdan
anilin.Olehkarenaitu,daripenelitianini
diharapkandapatdiketahuikemampuan
C. indologenesID6016 untuk
menggunakandantumbuhpadamedia
yangmengandungasamsulfanilattau
anilin
BAHAN DANCARA KERJA
Medium Pertumbuhan, Kultur
Bakteri dan Senyawa Amina
AromatikyangDigunakan
Komposisimediumdasaryang
digunakanadalahsebagaiberTh.'Ut(gIl):
MgS04.7H200,25;(NH4)2S041,98;
KHl04 2,13;~HP04 5,55;ekstrak
khamir0,250(dimodifikasi dari
Setiabudi,1997).Sedanguntukmedium
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KondisiPertumbuhan
Pertumbuhanbakteridilakukan
padakondisicurah(batch)dengan
menggunakanbotolpertmnbuhan500mI.
Prekultur dibuat denganmeng-
inokulasikanbiakmiringC.indologenes
ID6016usia48jamkedalammedia
sesuaiperlakuandandiinkubasipada
penggojokdengankecepatan150rpm,
suhukamar(28-30°C)selama24jam.
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Selanjutnya,prekulturdieampurkanke
dalam200ml mediumtanpaamina
aromatiksebagaikontroldanpada
mediumyangmengandungasamsulfanilat
atauanilinsampaikerapatanoptissel
(A,6OOnm)pada awal pertumbuhan sekitar
0,03-0,04dandiinkubasipadasuhu
kamar dalam penggojok dengan
kecepatan150rpm.Pengambilansampel
dilakukansetiap1 jam selamafase
logaritma,kemudiandilanjutkansetiap2
jamsampaikerapatanoptis(A,6OOnm)sel
konstan.
AnalisisSampel
Sampelyangdiperolehpadatiap
waktupengambilandiukurberatkering
selnyaseearatidaklangsungdengan
metodeturbidimetrimenggunakan
spektrofotometer(ShimadzuUV-1201)
padapanjangelombang600nm.
Kandunganamina aromatik
dianalisispadaawaldanakhirper-
tumbuhan.Sampeldiekstrakdenganetil
asetatdalamvolumeyangsarnasetelah
diasamkanhinggapH2-3dengan6N
HCl. Ekstrakdikeringkandengan
Na2S04dandipekatkandalamrotary
evaporator,kemudiandilarutkandalam
sedikitmetanol(Supakaetai.,2004).
Aminaaromatikdianalisisdengan
KromatografiCair KinerjaTinggi
(KCKT) (ShimadzuIC lOa)kolom
Liehospher@ 100RP C18,diameter
0,5em,panjang10em,dandetektorUV
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pada275nm.Eluenyangdigunakan
adalahcampuranmetanol:Hl04:akuades
(50:0,3:49,7)dandialirkandengan
kecepatan0,5ml/menit.Volumeinjeksi
adalahIOIll.
HASIL DANPEMBAHASAN
Chryseobacteriumindoiogenes
ID6016ternyatamamputumbuhdalam
mediayangmengandungsenyawaasam
sulfanilatdananilin,baikpadamedia
dasarmaupunpadamediaminimal
(Gambar2.).Asamsulfanilatdananilin
dengankonsentrasiyangdiberikan(63
dan100mgll)tampaktidakberpengaruh
terhadappertumbuhanC.indoiogenes,
terbuktidaripertumbuhannyayangtidak
berbedajauhd~gankontrol.Padamedia
dasardenganasamsulfanilat,keeepatan
pertumbuhannyabahkanlebihtinggidi-
bandingkontrol(Tabell.).Keberadaan
aminaromatikyangtidakberpengaruh
terhadapertumbuhankemungkinan
disebabkankonsentrasiyangdiberikan
masihdibawahambangbataskonsentrasi
yangdapatditoleransiolehbakteri.
Pseudomonaspaucimobilisdapat
mendegradasiamsulfanilathingga
konsentrasi100 mM, walaupun
keeepatandegradasitertinggidieapai
padakonsentrasi5 mM (Pereietai.,
2001).
Jika dibandingkankeeepatan
pertumbuhanp damediadasardanmini-
maltampakbahwakeberadaanekstrak
377
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Gambar2. PertumbuhanC.i dologenespadamediadasar(a)danmediaminimal
(b)tanpaaminaaromatik(.), denganasamsulfanilat(0 ), dandengan
anilin (l::,.).
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Tabell.Perbandingankecepatanpertumbuhanspesifik().l)C.indologenespada
berbagaimediaperlakuan.
No Perlakuan
2
Me<liadasar
(ekstrakkhamir
250mb
Mediaminimal
(ekstrakkhamir
125m
Tanpaanrinaaromatik
Denganasamsulfanilat
Dengananilin
Tanpaanrinaaromatik
Denganasamsulfanilat
Dem!ananilin
khamir tampaknyaberpengaruh
meningkatkankecepatanpertumbuhan
(Tabel1.).Kecepatanpertumbuhan
C. indologenespadamediumdasar
(tanpadandenganaminaromatik)lebih
besar2-2,5kalidibandingkecepatan
pertumbuhanpadamediaminimal
(kandunganekstrakkhamimyasetengah
daripadamediadasar).Haliniterbukti
juga dari perbandinganproduksi
biornassap damediadasardanminimal
(Gambar3.).Dengankatalain,daridata
diatastampakbahwaC. indologenes
masihmenggunakanekstrakhamir
untukpertumbuhannyadankeberadaan
aminaromatikdengankonsentrasiyang
diberikantidakmenghambatper-
tumbuhanC.indologenes.
Jika dilihat nilai kecepatan
pertumbuhanspesifikC. indologenes
padamedia(dasarmaupunmi imal)yang
mengandungaminaromatik,tampak
bahwakecepatanpertumbuhanC.
indologeneslebihtinggidibanding
p.(jam-I)
0,43:!:0,045
0,45:!:0,035
0,41:!:0,035
0,19:1::0,055
0,17:1::0,026
0,16:1::0,069
kecepatanpertumbuhanb kterilainpada
mediayangmengandwlgaminaromatik.
KecepatanpertumbuhanPseudomonas
acidovoransdan kultur campur
Hydrogenophagap lleroniiS1 dan
AgrobacteriumradiobacterS2pada
mediayangmengandungasamsulfanilat
berturut-turutadalah0,06dan0,096jam-I
(Locheretal.,1989;DangmannetaI.,
1996).Dengankecepatanpertumbuhan
dankemampuanproduksib omassay ng
cukupbesarwalaupunpadamedia
minimal,sangatmenjanjikanjika
C. indologenesdapatmenggunakan
amina romatikyangadapadamedia.
Dalambeberapapenelitiandilaporkan
bakteriSphingomonassp.,Pseudo-
monasp.,Pseudomonaspaucimobilis
danC.indologenesdapatmenggunakan
asamsulfanilatdananilinsebagaisatu-
satunyasumberkarbon(CoughlinetaI.,
2002;Murakamietal.,1998;Pereiet
al.,2001;Radianingtyasetal.,2003).
Asamsulfanilatdananilindapat
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Gambar 3. Perbandinganproduksibiomassapadamediadasardanminimaltanpa
dandenganaminaaromatik
dideteksidenganKCKT denganearn
membandingkanromatogramedia
denganaminaromatikdantanpamina
aromatik.Asamsulfanilatdananilin
terdeteksipadawakturetensi4,0dan4,2
menit(Gambar4. dan5.).Dengan
membandingkanketinggianpuncakpada
wakturetensiyangsesuaintaraekstrak
mediapadawaldanakhirpertumbuhan
tampakbahwaterjadipengurangan
ketinggianpuneak(mengindikasikan
konsentrasi)aminaaromatikdan
komponenmedia di akhir fase
pertumbuhan(Gambar4.dan5.).
Puneakasamsulfanilatdananilin
tidak dijumpai pada akhir fase
pertumbuhanyangmengindikasikan
bahwaC.ind%genesID6016mampu
mendegmdasiaminaromatikyangada
padamedia.Belumjelasdiketahui
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apakahaminaaromatiktersebut
digunakansebagaisumberC,N, atau
energiatauhanyadioksidasiaja.Masih
diperlukanpenelitianlanjuttentang
pertumbuhanC. indologenesID6016
padamediayangmengandungamina
aromatiksebagaisatu-satunyasumberC
atauN untukmenjawabpertanyaan
tersebut.
KESIMPULAN DAN SARAN
Kesimpulan
C. indologenesID 6016dapat
tumbuhdalammediumyangmengandung
asamsulfanilatauanilin.Pertumbuhan
padamediayangmengandungamina
aromatiktidakberbedadenganpada
mediatanpa minaaromatik.Selama
pertumbuhanter:iadidegradasiasam
sulfanilatdananilinsehinggadiakhir
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Gambar4.Kromatogramediadenganasamsulfanilatdiawal(a)danakhir
pertumbuhan(b),sertamediatanpaminaromatik(c)
250
..
.c
~150
OJ
c:
01
-e 50o
..
.c
c(
90
b 40
2 4 6
Wakturetensi (menit)
2 4 6
Wakture1ensi(menit)
c
o 2 4 6
b
Waktu re1ensi(menit)
a
Gambar5. Kromatogrammediadengananilindiawal(a)danakhirpertumbuhan
(b),sertamediatanpaminaromatik(c)
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